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@ Enzymelektrode und deren Verwendung 

Die Erfindung betrifft eine Enzymelektrode mil einem 
Bienzymsystem mit Pilzperoxidase oder Meerrettichperoxi- 
dase und einer oder mehreren Oxidasen sowie die Verwen- 
dung der Elektrode. 
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Beschreibung 

Eine Bienzymelektrode enthalt eine Peroxidase und eine Oxidase. Sie ist generell von Nutzen in bioelektro- 
chemischen Assays, z. B. zur Bestimmung der Substrate der Ethanoloxidase, Cholinoxidase, Cholesteroloxidase 
5 oder einer D- Aminosaurenoxidase. 

Hintergrund der Erfindung 

Enzymelektroden haben in Bezug auf Metabolitbestimmungen in Medizin, Biotechnologie, Lebensmitteltech- 
10 nologie und vielen anderen Bereichen der Wissenschaft und Technologic betrachtliche Bedeutung edangt (1). 
Zur Herstellung hochselektiver amperometrischer Enzymelektroden wurden Bienzymsysteme verwendet, die 
Peroxidasen und Oxidasen enthielten (2), Als loslicher Mediator wurde Ferrocyanid benutzt. Diese Elektroden 
waren fur den Gebrauch in vivo oder die Kontrolle von Bioreaktoren nicht geeignet Andere Systeme, die 
metallorganische Verbindungen und Peroxidase/Oxidase enthielten, kamen ohne Mediator aus, aber die Effi- 
15 zienz der Peroxidaseaktivitat war niedrig, und die Elektroden zeigten ein verzogertes Ansprechen und ungenii- 
gende Stabilitat. 

Wir haben die Verwendung einer Peroxidase aus dem Pilz Arthromyces ramosus (3) oder chemisch modifizier- 
ter Elektroden (4) vorgeschlagen, urn die Effizienz der Peroxidaseaktivitat zu erhohen und eine mediatorlose 
Bienzymelektrode herzustellen. Soweit uns bekannt ist, wurde zuvor noch keine Pilz- Peroxidase zur Herstellung 

20 eines elektrochemischen Systems verwendet, obwohl sie, in Abhangigkeit von dem benutzten Substrat, eine 2.9- 
bis 540fache hohere katalytische Aktivitat zeigte als Meerrettichperoxidase (5). 

Chemische Modifikationen haben bei der Herstellung von Enzymelektroden breite Anwendung gefunden (6). 
Die erste chemische modifizierte Elektrode enthielt Tetracyanochinodimethan und dessen Kaliumsalz (4). Leider 
reagieren manche Oxidasen wie z. B. Cholinoxidase, Cholesteroloxidase, Aminosaureoxidase und D-Aminosau- 

25 reoxidase nicht mit Modifiziersubstanzen (7), so daB man keine einfach nur Oxidase enthaltende Elektrode 
konstruieren kann. 

Gemafi einer Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung nun eine Enzymelektrode mit einem Bienzymsystem, 
das durch Pilzperoxidase und eine oder mehrere Oxidasen sowie Mediatorfreiheit gekennzeichnet ist. 

GemaB einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung eine Enzymelektrode mit einem Bienzymsy- 
30 stem, das durch Merrettich- Peroxidase, eine oder mehrere Oxidasen und einen wasserunloslichen Mediator 
gekennzeichnet ist. 

Beispiele fur wasserunlosliche Mediatoren sind Dimethylferrocen und Tetrathiafulvalen. Bei den Oxidasen 
kann es sich um Glukoseoxidase, Alkoholoxidase, Cholinoxidase, D-Aminosaureoxidase und/oder Cholesterol- 
oxidase handeln. 
35 GemaB speziellen Ausfuhrungsformen konnen 

(a) die Peroxidase und die Oxidase(n) auf der Elektrode immobilisiert sein oder 

(b) die Peroxidase auf der Elektrode immobilisiert sein und die Oxidase(n) in einem Raum, beispielsweise in 
einem Ringspalt gehalten werden, der von der Elektrode zusammen mit einer semipermeablen Membran 

40 gebildet wird, oder 

(c) sowohl die Peroxidase als auch die Oxidase(n) in einem Raum, beispielsweise in einem Ringspalt, 
gehalten werden, der von der Elektrode zusammen mit einer semipermeablen Membran gebildet wird. 

Dabei konnen die Peroxidase und gegebenenfalls die Oxidase(n) kovalent an die Elektrode gebunden sein, 
45 beispielsweise mit Hilfe von Carbodiimid oder Glutaraldehyd, 

Bei dem leitenden Elektrodenmaterial kann es sich um Graphit oder ein Material mit einem Gehalt an Graphit 
handeln. 

Die erfindungsgemaBe Enzymelektrode kann streifenformig ausgebildet sein, wobei sie auf einem flachen 
Trager — gegebenenfalls zusammen mit einer Gegenelektrode — angeordnet sein kann. 
50 Die erfindungsgemaBe Enzymelektrode eigne t sich zur Bestimmung von Oxidasesubstraten oder zur Bestim- 
mung von Enzymaktivitat. 

Kurzbeschreibung der Figuren 

55 Weitere Charakteristika der Erfindung werden mit Verweis auf die Figuren beschrieben. 
Fig. 1 zeigt schematisch die Seitenansicht des Querschnitts durch eine Elektrode. 
Fig. 2 ist eine schematische Seitenansicht des Querschnitts eines elektrochemischen Streifens. 
Fig. 3 zeigt graphisch den zeitlichen Verlauf des erzeugten Kathodenstroms einer ARP/GO- Elektrode bei pH 
6.01. Elektrodenpotential 130 mV. Die Pfeile weisen auf eine Injektion von 0.6 mM D-Glucose, 
60 Fig. 4 zeigt graphisch die Kalibrationskurve des Steady-State-Stromflusses gegen die Glucosekonzentration 
einer ARP/GO-Elektrode bei pH 6.01. Elektrodenpotential 130 mV (1X530 mV(2) und 630 mV(3). 

Fig. 5 zeigt graphisch die Kalibrationskurve des Steady-State-Stromflusses gegen die Ethanolkonzentration 
einer HRP/AO-Elektrode bei pH 7.0. Elektrodenpotential 0 mV, Modifiziersubstanz DMFc. Elektrode mit ein- 
geschlossenen (1) und immobilisierten (2) Enzymen. 
65 Fig. 6 zeigt graphisch die Kalibrationskurve des Steady-State-Stromflusses gegen die Ethanolkonzentration 
einer HRP/AO-Elektrode bei pH 7,0. Elektrodenpotential —40 mV, Modifiziersubstanz TTF. Erster (1) und 
zweiter (2) Betriebstag. 

Fig. 7 zeigt graphisch die Kalibrationskurve des Spitzenstromflusses gegen die Ethanol- (1) und Cholesterol- 
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Konzentrationen (2) einer HRP/AO- (1) und einer HRP/ChlO-Elektrode (2) bei pH 7.0 (1 2). 04% Thesit (2), 
Elektrodenpotential -40 mV (1) und 20 mV (2), Vorkonzentrierungszeit 3.6 min (1) und 10 mm (2), Modifizier- 

Fig. 8 zeigt graphisch den Steady-State-StromfluB gegen pH einer ARP/CHO- (1) und einer ARP/GO-Elek- 
trode (2) Acetatpuffer (Dreiecke), Phosphatpuffer (Ringe). Glycinpuffer (Punkte). Elektrodenpotential 70 mV (1) 
und20mV(2).Konzentrationen:Cholinchlorid0.08mM(l)undGlucose0£mM(2). ^ . „ ... . 

Fig. 9 zeigt graphisch den Steady-State-StromfluB gegen pH einer HRP/AO- ( 1 . einer HRP/D-AAO- (2) und 
einer HRP/ChO-Elektrode (3). Phosphatpuffer (Punkte). Glycinpuffer (R'"ge). Elektrodenpotenti^^^^^ 
und 0 mV (2. 3), Konzentrationen; Methanol 0.33 mM (1), D-Alanin 0.069 mM (2), Cholinchlorid 0.061 mM (3), 

ModifiziersubstanzDMFc(l— 3). . , • A^.n/^r^ v\ „a ^.^^^ 

Fie 10 zeigt graphisch den zeitlichen Verlauf des Elektrodenpotentials einer ARP/GO- (1,2) und emer 
ARP-EIektrode (1 -4), pH 7.0 (1, 2), 6.01 (!'. 2'. 3), 4.92 (4), Konzentrationen: H2O2 1.3 nM (1), 0.32 mM (2-4), 

Glucose 0.6 mM(r), 1-8 mM (2'). . , . r-i 1 j 1 u • 

Fig 11 zeigt graphisch die HRP/AO-Elektrodensensitivitat fttr Methanol gegen das Elektrodenpotential bei 

pH7.0;Modifiziersubstanzen:1TF(l),DMFc(2).TCNQ(3). , ^ ^ ^ a a o 

Fig. 12 zeigt graphisch den zeitlichen Verlauf des HRP/D-AAO-Elektroden-Kathodenstroms gegen die Race- 

maseaktivitat(5.5U(l)und2.1U(2)). ^. ^ , . 

Fie 13 zeigt graphisch die Kalibrationskurve des Steady-State-Stromflusses gegen die Ethanolkonzentration 

eines elektrochemischen HRP/AO-Streifens bei pH 9.0, Modifiziersubstanz DMFc, Potential - 10 mV. 

Herstellung der Elektroden 

A) Wie in Fig 1 gezeigt, enthalt eine Enzymelektrode Graphitstabchen (1) (Durchmesser 10 mm, Ringsdorff- 
Werke GmbH). An die Enden der Stabchen (30 mm lang) wurde jeweils ein Kupferdraht (2) mit Epoxy-Silber (3) 
eeklebt Die Seiten der Elektroden wurden mit einer PoJyethylenfolie (4) isoliert. Das andere Ende der Elektro- 25 
den wurde mit Schmirgelpapier (220 \im) bearbeitet, um ihm eine spharische Form (Radius 40 mm) (5) oder 

"^BHm AnsSluB fn die Vorbehandlung mit Schmirgelpapier wurde die Elektrode gemaB Fig. IB (flache Form) 
bei Raumtemperatur mit 5 x 50 til wasserloslichem Carbodiimid (N-3-(dimethylaminopropyl)-N -ethylcarbodii- 
mid-hvdrochlorid) in 0.1 M K-Phosphatlosung vom pH 4.5 (20 mg/ml) aktiviert. 0.5 h spater wurde die Elektrode 30 
mitderselben Losung gewaschen. Danach wurden 20 ^1 Pilz- Peroxidase (10 mg/ml) und Glucoseoxidase (20 mg/ 
ml) auf die Elektrode getropft. 0.5 h danach wurde die Elektrode mit Phosphatpuffer (pH 7.0) gewaschen und m 
diesem Puffer imKuhlschrankaufbewahrt. 

Die Pilz-Peroxidase/Alkoholoxidase-Elektrode wurde mit doppelter Immobilisation hergestellt. Nachdem die 
Pilz-Peroxidase wie oben beschrieben fixiert wurde, wurde die Elektrode mit Phosphatpuffer (pH 7 0) gewa- 35 
schen Nun wurden 20 ul Alkoholoxidaseldsung (5 mg/ml) in Phosphatpuffer, der 2.5% Glutaraldehyd enthielt, 
auf die Elektrode aufgetropft und an der Luft getrocknet Die Elektrode wurde mit obigem Puffer gewaschen 

und im Kuhlschrank aufbewahrt. , ,v • r.u u ^ t 

Im Fall der Pilz-Peroxidase/Cholinoxidase-Elektroden wurden 20 \i\ Cholmoxidase (5 mg/ml) in Phosphatput- 
fer (pH 7 0) mit einer Dialysemembran (25 um) (7) am spharischen Ende der Graphitelektrode emgeschlossen, 40 
auf der wie oben beschrieben Pilz-Peroxidase kovalent fixiert worden war. Die Membran wurde mit emem 
Gummiring (8) in Position gehalten. Die Elektrode wurde in Phosphatpuffer (pH 7.0) im Kuhlschrank aufbe- 

C) Meerrettichperoxidase enthaltende Elektroden wurden auf folgende Weise hergestellt: Nach Vorbehand- 
lung mit Schmirgelpapier wurde die Graphitoberflache zweimal mit 50 ^1 Toluol gewaschen und an der Luft 45 
getrocknet. Danach wurden 20 nl der toluoUschen Mediatorlosung (10 mg/ml) auf die Elektrode getropft und 
verdampft Diese Schritt wurde zweimal wiederholt. Nach 0.5 h wurden 20 jtl Enzymlosung (20 mg/ml Peroxida- 
se und 5 mg/ml Oxidase) in 0.1 M K-Phosphatpuffer (pH 7.0) mit einer Dialysemembran (25 um) (7) emgeschlos- 
sen, die mit einem Gummiring (8) gehalten wurde. Als Oxidasen wurden Alkoholoxidase. Chohnoxidase und 
D-Aminosaurenoxidase verwendet. . . ^„ . , j in \ 

Ferner wurde ein anderer Elektrodentyp hergestellt, Indem man Peroxidase (1 mg) und Alkoholoxidase (5 mg) 
in 0.1 M K-Phosphatpuffer (pH 7.1) aufloste, der 2.5% Glutaraldehyd enthielt, 20 nl dieser Losung wurden auf 
die Elektrode getropft und getrocknet. Nach 1.5 h wurde die Elektrode mit 0.1 M K-Phosphatpuffer (pH 7.0) 
gewaschen. Im Fall der Cholesteroloxidase-Elektrode wurden 20 \i\ Peroxidaseldsung (10 mg/ml) wie oben 
beschrieben eingeschlossen-Cholesteroloxidase wurde in loslicher Form benutzt. . „ u. ^ ■• 

D) Elektrochemische Streifen (Fig. 2) wurden aus Celluloseacetat (0.5 mm) (t) hergestellt. Zwei Kohlefolien- 
elektroden (1 mm) (3, 4) wurden mit Silikongummikleber aufgeklebt. Eine Elektrode (3) war zuvor mit Ag aus 
KAgCN-Losung (1%) bedeckt worden, eine andere (4) wurde mit einem Mediator behandelt, und Meerrettich- 
peroxidase und Alkoholoxidase wurden wie oben beschrieben fixiert. Die Streifen wurden trocken an der Luft 
aufbewahrt ^ 

Messungen 

Elektrodenstrommessungen wurden bei Raumtemperatur in einem standardisierten Drei-Elektroden-Kreis 
unter Verwendung von 1 5 ml Puffer durchgef uhrt. Alle Potentiale wurden gegen eine KCl-gesattigte Ag/ AgCl- es 
Elektrode bestimmt. Zur Ermittlung der Cholesterolkonzentration wurden 4 ml Phosphatlosung (pH 7.0) be- 
nutzt die 0.4% Thesit enthielt und der 0.37 U Cholesteroloxidase in 40 nl desselben Puffers beigegeben worden 
waren Die Enzymelektrode wurde 10 min lang ausgeschaltet, dann wieder eingeschaltet, wobei der StromtluU 
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aufgezeichnet wurde. Die Dampfungszeit des Potentiostaten betrug 4 s. Die Stromstarke des elektrochemischen 
Streifens wurde in einem Zwei-Elektroden-Kreis gemessen. Vor Beginn der Messungen wurde Substratlosung 
(20—50 auf die Elektroden (3, 4) (Fig. 2) aufgetropft. Nach AnschluQ der Graphitfolienkontakte (2) an einen 
Potentiostaten wurde der StromfluB gemessen. 

Reagenzien and Pufferlosungen 

Merrettichperoxidase (HRP) (E.C 1.1 1.1.7)(198.8 U/mg) Grade 11, Boehringer Mannheim GmbH. 
Pilz-Peroxidase (ARP) (E.C. 1.1 1.1.7) (Arthromyces ramosus, 2110 U/mg) Suntory Ltd 
Alkoholoxidase (AO) (E.G. 1.1.3.13) (Candida boldini, 8.1 U/mg) Boehringer Mannheim GmbH. 
Cholinoxidase (ChO) (E.C 1.1.3,1 7) (Alcoligenes species, 1 1 U/mg Sigma. 
D-Aminosaureoxidase (D-AAO)(E,C. 1.4.3.3) (Schweineniere, 14 U/mg) Sigma. 
Cholesteroloxidase (ChlO)(E.C 1.1.3.6) (Pseudomonas species, 40 U/mg) Sigma. 
L-Alaninracemase (L-AR) (B. stearothermophilus) GBF. 

Tetracyanochinodimethan (TCNQ) — Polysciences Inc.; IJ'-Dimethylferrocen (DMFc) - Aldrich;Tetrathiaful- 
valen (TTF) — Aldrich; D-Alanin — Serva; Cholinchlorid, D-Serin, D-Asparaginsaure, D-Lysin, L-Valin, Chole- 
sterol — Sigma; Thesit — Boehringer Mannheim GmbH; N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid-hy- 
drochlorid — Fluka. 
Andere Reagenzien — Merck. 

Verwendete Puffer: 0.1 M Acetat(pH 4.5-5.5), 0.1 M K-Phosphat(pH 5.5-8.0) undo. 1 M Glycin(pH 8-11.7). 

Glucoselosungen wurden uber Nacht aufbewahrt, urn die Gleichgewichtseinstellung der alpha- und beta-Ano- 
mere sicherzustellen. Die Ethanollosungen zur Streifenkalibration enthielten 0.1 M KCl. 

Ansprechzeit der Enzymelektrode und Kalibration 

Der BasalstromfluB der ARP/GO-Elektrode in Phosphatpuffer (pH 6.01) war bei einem Elektrodenpotential 
von 130 mV vernachlassigbar klein. Bei Zugabe der Glucoselosung stieg der Kathodenstrom an. Die Ansprech- 
zeit (90% des Steady-State-Stroms) betrug 12 s (Fig. 3). Im Konzentrationsbereich von 0.5 bis 6.5 mM Glucose 
ergab sich eine hyperbolische Kalibrationskurve, Imax=33 \iA und Km(app)= 12.5 mM (Fig. 4). Bei Erhohung des 
Elektrodenpotentials verringerte sich der Maximalstrom, aber ATm^a/?/?; Snderte sich nicht sehr. Bei einem Elektro- 
denpotential von 530 und 630 mV betrug Km(app) etwa 11.1 bzw. 9.8 mM. Die Sensitivitat der Elektrode in einem 
Konzentrationsbereich bis 2 mM Glucose betrug 2.6 mA/M (E=130mV), 1.9mA/M (E-530mV) und 
1.6mA/M(E = 630mV). 

Die Bienzym-ARP/AO-Elektrode erzeugte einen Kathodenstrom bei Zugabe von Methanol zum Puffer. Die 
Ansprechzeit dieser Elektrode, die doppelt immobilisierte Enzyme enthielt, war bis auf 30 s verlangert. Bis zu 
einer Konzentration von 0.7 mM Methanol zeigte sich eine lineare Korrelation zwischen Elektrodenstrom und 
eingesetztem Substrat (pH 7.0). Die Sensitivitat der Elektrode betrug 0.6 mA/M (E = 30 mV). 

Die Ansprechzeit der Bienzym-ARP-ChO-Elektrode war bis auf 40 s verlangert. Diese Elektrode zeigte eine 
lineare Kalibrationskurve bis 2.5 mM Cholinchlorid (pH 7.0). Die Elektrodensensitivitat betrug 0.48 mA/M 
(E = 70 mV). 

Der BasalstromfluB der auf DMFc-modifiziertem Graphit basierenden HRP/AO-Elektrode war bei —30 mV 
vernachlassigbar klein (pH 7.0). Eine solche Elektrode zeigte bei EinschluB der Enzyme in eine Dialysemembran 
eine Ansprechzeit von 40 s. Die Kalibrationskurve war bis zu einer Ethanolkonzentration von 1.0 mM linear 
(Fig. 5). Die auf fixierten Enzymen beruhende Elektrode hingegen zeigte eine hyperbolische Kalibrationskurve: 
^yn^^pp; betrug 14.3 mM (Fig. 5). Die Ansprechzeit dieser Elektrode betrug 30 s. 

Die Kalibrationskurve der TTF-HRP/AO-Elektroden ahnelte denen der DMFc-modifizierten Systeme 
(Fig. 6). Wenn die HRP/AO-Elektrode im ausgeschaltetem Zustand in die Ethanollosung getaucht und 3.6 min 
spater eingeschaltet wurde, war der Spitzenstrom 25mal hoher als der Steady-State-Strom, und er war bis zu 
einer Ethanolkonzentration von 0.6 mM linear (Fig. 7). 

Die Kalibrationskurven der TCNQ-modifizierten HRP/AO-Elektroden waren denen der DMFc- und TTF- 
modifizierten Systeme sehr ahnlich. Einen Parametervergleich der HRP/AO-Elektroden gibt Tabelle 1 wieder: 
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Enzym 



Alkohol- 

oxidase, 

Peroxidase 

Alkohol- 
oxidase, 
Peroxidase 

Alkohol- 

oxidase, 

Peroxidase 

Alkohol- 
oxidase, 
Peroxidase 

Alkohol- 
oxidase, 
Peroxidase 

D-Amino- 

saureoxidase. 

Peroxidase 

D-Amino- 

saureoxidase, 

Peroxidase 

Cholinoxidase, 
Peroxidase 

Peroxidase 
(losliche 
Cholesterol- 
ox id ase) 



Modifizier- 
substanz 



TTF 



Tabelle 1 

Parameter der HRP/AO-Elektroden 



pH 



7.0 



E (mV) Substrat 



MeBbereich inmM 



DMFc 7.0 0 Ethanol 0.2—1.0 



DMFc 7.0 0 Ethanol 0.8-9.0 



TTF 7.0 -40 Ethanol 0.12-0.80 



TTF 7.0 -130 Methanol 0.20-0.60 



TCNQ 7.0 0 Methanol 0.20—0.60 



TIF 7.5 -10 D-Valin 0.008-0.20 



DMFc 8.0 0 D-Alanin 0.01-0.14 



DMFc 8.5 20 Cholin- 0.06-0.3 

chlorid 



20 Chole- 
sterol 



0.013-0.26 



Enzym- 

immobili- 

sation 



einge- 
schlossen 



kovalent 
gebunden 



einge- 
schlossen 



einge- 
schlossen 



einge- 
schlossen 



einge- 
schlossen 



einge- 
schlossen 



einge- 
schlossen 

einge- 
schlossen 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



Die Bienzym-HRP/AAO-Elektrode zeigte eine lineare Kalibrationskurve bis zu einer Konzentration von 
0.2 mMD-Valin. Der MeBbereich dieserSubstanz lag bei 8-200 M-M (Tab. 1). „o ^^^u r 

Die Kalibrationskurve der Bienzym-HRP/ChO-Elektrode war bis zu einer Konzentration von 0.3 mM Cholin- 
chlorid linear. Der MeBbereich lag bei 0.06-0.3 mM (Tab. 1). 

Eine HRP/ChlO-Bienzymelektrode, deren Enzyme eingeschlossen oder kovalent gebunden wurden, zeigte 
zwar eine Reaktion auf Wasserstoffperoxid, aber kein Ansprechen auf Cholesterol. Deshalb wurde zur Chole- 
sterolbestimmung eine losliche Cholesteroloxidase verwendet. Im AnschluB an die biokatalytische Vorkonzen- 
trierungszeit wurde die Elektrode entbloBt, urn den Elektrodenstrom zu erhohen und auch um Ethanol zu 
messen (Fig. 7). Wahrend der Vorkonzentrierungsperiode von 10 min zeigt sich zu einer Konzentration von 
126 mM eine lineare Beziehung zwischen Maximalstrom und der Cholesterolkonzentration (Fig. 7). 

pH-Abhangigkeit des Enzyme lektrodenstrom 

Die Bienzym- ARP-GO-Elektrode entwickelte im pH-Bereich von 4.5- 10.5 einen Kathodenstrom (Fig. 8). Die 
hochste Aktivitat zeigte die Elektrode dabei im pH-Intervall zwischen 5.5 und 8.0 in Phosphatpuffer. Glycm oder 
Acetatsenkten aber den StromfluBnichtwesentlich. xi.--.-** r-i -^^.^f 

Das pH-Optimum der ARP/ChO- Elektrode lag bei pH 8.7 (Fig. 8). Demzufolge war die Aktivitat in Glycmpuf- 

Die*^HRP/AO-Elektoden zeigten in einem weiten pH-Bereich eine Abhangigkeit der Elektrodensensitivitat 
(Fig. 9). Die aktivste Elektrode hatte ihr Optimum bei pH 10. Die Aktivitat war in Glycinpuffer 75% hoher als m 

K- Phosphatpuffer. , . ^. • • u - u 

Die HRP/D- AAO- Elektrode entwickelte die groBte Aktivitat bei pH 8.5 (Fig. 9). Sie war m Glycinpuffer hoher 

als in K-Phosphatpuffer. . , • i. ^ uoo/Ar^ ^a^^ 

Der pH-abhangige Bereich der HRP/ChO-Elektrodenaktivitat war im Vergleich zu den HRP/AO- oder 
HRP/D-AAO-Elekiroden zum Alkalischen hin verschoben (Fig. 9). Wiederum war die Signalantwort in Glycin- 
puffer hoher als in Phosphatlosungen. 
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Potentialabhangigkeit der Enzymelektroden 

Genau wie Monoenzym-ARP-Elektroden bildete die Bienzym-'ARP/GO-Elektrode dasselbe positive Potenti- 
al (Fig. 10). Das Steady-State-Potenial der ARP/GO-Elektrode betrug bei pH 6.01 691 mV und 726 mV, wenn 

5 0.6 mM bzw. 1.8 mM Glucose eingesetzt wurden. Bei hohen H202-Konzentrationen lagen die Steady-State-Po- 
tentiale der ARP-Elektrode bei 682 mV (pH 7.0), 732 mV (pH 6.01) und 769 mV (pH 4.92). Wegen des hohen 
Potentials erfuhr die Sensitivitat der Bienzymelektrode genau wie die der Monoenzym-ARP-Elektrode bei 
Heraufsetzung des Eiektrodenpotentials von 130 mV auf 630 mV keine groBe Veranderung (Fig. 4). 
Die Abhangigkeit der HRP/AO-Elektrodensensitivitat vom Elektrodenpotential ist in Fig. 1 1 dargestellt. Im 

10 Bereich urn 0.0 V waren jene Elektroden, die mit modifiziertem Graphit arbeiten, die empfindlichsten. Unter- 
schiedlich war dabei jedoch das Potential, bei welchem der Basisstrom am niedrigsten lag. Bei TTF-modifizierten 
Elektroden war dies bei etwa - 1 30 mV der Fall, bei DMFc-modifizierten Elektroden liegt der Wert um —30 mV 
und bei TCNQ-Modifizierung um —60 mV. Bei hoheren Spannungen steigt der Basisstrom der TTF- und 
DMFc-modifizierten Elektroden an und die Empfindlichkeit nimmt ab. Im Falle der TCNQ-modifizierten Elek- 

15 troden blieb der Basisstrom bei positiven Potentialwerten annahernd konstant, aber die Sensitivitat wurde 
kleiner. Fur alle modifizierten Elektroden gilt, daS bei Potentialwerten kleiner als den "Null-Basisstrom-Poten- 
tialen" der Basalstrom zunahm und die Empfindlichkeit schwand. 

Spezifitat der Enzymelektroden 

20 

Die HRP/AO- und HRP/D- A AO- Elektroden zeigten eine weitgehende Substratspezifitat (Tab. 2): 

Tabelle 2 

25 Spezifitat der HRP/D-AAO-Elektroden 



30 



Alkohol-Sensitivitat'; 
Substrat 



D-Aminosaure-Sensitivitat^) 
relative Substrat relative 

Sensitivitat in % Sensitivitat in % 



35 



40 



Methanol 
Ethanol 

1- Propanol 

2- Propanol 



100 
28.3 
12.5 

<1 



D-Valin 100 

D-Alanin 93 

D-Serin 20 

D-Asparaginsaure < 1 

D-Lysin 

L-Valin 

L-Alanin 



MeBbedingungen: 

pH 7.0, E = -40 mV,0.1 M K-Phosphatpuffer,TTF-modifizierte Elektrode(l). 
pH 7.5, E = -10 mV,ai M K-Phosphatpuffer,TTF-modifizierte Elektrode (2). 



Die HRP/AO-Elektrode gab sowohl auf 1-Propanol wie auch auf Methanol und Ethanol ein Signal. Methanol 
45 war am effektivsten, und bei 2-Propanol gab die Elektrode keine Antwort. Die HRP/D-AAO-Elektrode reagier- 
te auf D-Valin und andere hydrophobe D-Aminosauren (Tab. 2). Wenn L-Alanin durch Alaninracemase umge- 
setzt wurde, stieg das Elektrodensignal an; dieser Umstand wurde zur Bestimmung der Racemaseaktivitat 
ausgenutzt(Fig. 12). 

50 Stabilitat der Enzymelektroden 

Die untersuchten Elektroden zeigten eine unterschiedliche Langzeitstabilitat. Die Aktivitat der ARP/GO- 
Elektroden nimmt jeden Tag etwa um 12 — 15% ab (bei einer taglichen MeBzeit von bis 3 h), und die Restaktivi- 
tat nach 7 Tagen betrug 30-40% der Ausgangsaktivitat. Im Falle der ARP/ AO- Elektrode lag der durchschnittli- 

55 che Aktivitatsverlust nach einem 2-h-Betrieb bei 36%. Am nachsten Tag fanden wir nur noch 5 — 7% der 
Ausgangsaktivitat wobei das MeBsignal auf H2O2 nur um 16% abnahm. Dieselbe Stabilitat konnte fiir die 
HRP/AO-Elektrode beobachtet werden (Fig. 6). Die ARP/ChO-Elektrode zeigte sich stabiler und behielt ihre 
Effizienz 2— 3 Tage lang. Wahrend dieser Zeit verminderte sich die Antwort auf H2O2 auf 60%. 

Die Langzeitstabilitat der gepruften Elektroden war hauptsachlich durch die Stabilitat der immobilisierten 

60 Oxidase festgelegt, da inaktive Elektroden ohne Oxidaseaktivitat eine Initialantwort auf Wasserstoffperoxid 
zeigten. 

Die GO enthaltenden Elektroden erwiesen sich als die stabilsten. Dies steht im Einklang mit der hohen 
Stabilitat des nativen Enzyms. ChO und AO waren weniger bestandig. Zumindest was das letztere Enzym 
anbelangt, konnen die anderen Methoden der Immobilisation hergenommen werden, um es zu stabilisieren. 

65 

Kalibration des elektrochemischen Streifens 
Als Basis zur Herstellung eines elektrochemischen Streifens wurde eine Bienzymelektrode verwendet (Fig. 2). 



6 



DE 39 34 299 CI 



Die Kalibrationskurve der HRP/AO-Streifen war bis zu einer Ethanolkonzentration von 1 mM linear (Fig. 13). 
Sattigung war bei Ethanolkonzentration > 2 mM feststellbar. 

Erklarung der Wirkungsweise einer Bienzymelektrode 

Sowohl die auf ARP allein basierenden wie auch die auf ARP und Oxidase beruhenden Elektroden erzeugen 
einen Kathodenstrom. Das Steady-State-Potential der ARP- und ARP/GO-Elektroden war extrem hoch. Bei 
demselben pH-Wert (6.01) ist es fur die ARP-Elektrode (H202-Wirkung) und fur die ARP/GO-Elektrode 
(Glucosewirkung) praktisch identisch. Die erwahnten Ergebnisse lassen den SchluB zu, daB das Elektrodenpo- 
tential durch die Peroxidasewirkung festgelegt wird. In Bi enzyme lektroden wird Wasserstoffperoxid in Anwe- 
senheit der Oxidase erzeugt: 

S + o,-^y^P+H,0, (1) 



H2O2 wird durch die fixierte Peroxidase reduziert: 
E + H2O2 — El + H2O (2) 
Verbindung I (Ei) wird durch mediatorlosen Elektronentransfer zum aktiven Zentrum des Enzyms reduziert: 

E, + e-.E2 (3) 
E2 + e — E (4) 

Diese Annahme wird durch die Tatsache bekraftigt, daB das Potential eines Einzel-Elektronentransfers von 
Verbindung I (Ei) und Verbindung II (E2) dem Steady-State-Potential der Bienzymelektroden sehr nahekommt. 

Im Falle der HRP laufen die Reaktionen (3) und (4) langsam ab. Deswegen ist es notwendig, immobilisierte 
elektrochemisch aktive Verbindungen zu nutzen. die durch HRP oxidiert werden: 

2 DMFcO + H2O2 + 2 H+ ^ 2 DMFc+ + 2 H2O (5) 

2TTF0 + H2O2 + 2H+-^2TTF+ + 2 H2O (6) 

2 TCNQ- + H2O2 2 H+ ^2 TCNQ -f 2 H2O (7) 

Die Reaktionen an der Elektrode sind: 

DMFc+ -f e^DMFc (8) 

TTF++e — TTF (9) 

TCNQ + e-^TCNQ- (10) 
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PatentansprOche 

1. Enzymelektrode mit einem Bienzym system, dadurch gekennzeichnet, daB das Bienzymsystem Pilzper- 
oxidase und ein oder mehrere Oxidasen aufweist und frei von Mediatoren ist. 

2. Enzymelektrode mit einem Bienzymsystem, dadurch gekennzeichnet, daB das Bienzymsystem Meerret- 
tich-Peroxidase, ein oder mehrere Oxidasen und einen wasserunloslichen Mediator aufweist. 

3. Enzymelektrode nach Anspruch 2, gekennzeichnet durch Dimethylferrocen oder Tetrathiafuivalen als 
Mediator. 
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4. Enzymelektrode nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Bienzymsystem a!s 
Oxidase Glukoseoxidase, Alkoholoxidase, Cholinoxidase, D-Aminosaureoxidase und/oder Cholesteroloxi- 
dase aufweist 

5. Enzymelektrode nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 

(a) die Peroxidase und die Oxidase(n) auf der Elektrode immobilisiert sind oder 

(b) die Peroxidase auf der Elektrode immobihsiert ist und die Oxidase(n) in einem Raum gehalten 
werden, der von der Elektrode mit einer semipermeablen Membran gebildet wird, oder 

(c) daB sowohl die Peroxidase als auch die Oxidase(n) in einem Raum gehalten werden, der von der 
Elektrode mit einer semipermeablen Membran gebildet wird. 

6. Enzymelektrode nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Peroxidase und gegebenenfalls die 
Oxidase(n) kovalent an die Elektrode gebunden sind. 

7. Enzymelektrode nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das leitende 
Elektrodenmaterial Graphit umfaBt 

8. Enzymelektrode nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB sie streifen- 
formig ausgebildet ist. 

9. Enzymelektrode nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB sie auf einem 
flachen Trager gegebenenfalls zusammen mit einer Gegenelektrode vorgesehen ist. 

10. Verwendung einer Enzymelektrode gemaB einem der vorhergehenden Anspruche zur Bestimmung von 
Oxidasesubstraten oder einer Enzymaktivitat. 



Hierzu 13 Seite(n) Zeichnungen 
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